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論文内容の要旨
微生物研究は様々な生命現象を解明するための基盤であり､これまでに多くの生理学的､遺伝学
的､分子生物学的知見がもたらされてきた｡今後も微生物を対象とする多くの研究分野が発展し続
けると思われる｡しかしこれらの研究は実験室での寒天培地を用いた､あるいは実験室内で自然環
境を単純化したモデル環境を用いた解析であり､複雑な自然環境で生育する微生物の環境中での振
る舞いを解明するには手法的限界がある｡たとえば､微生物が本来生育する複雑な自然環境下で特
異的に発現し機能するような遺伝子の同定やその機能解明は不可能である｡このような複雑な環境
中の遺伝子発現を明らかにするための分子遺伝学的手法としてIVET (in p'vo呈XpreSSion !eclmology)
法が開発された｡ ⅠvET法とは任意条件下で特異的に発現する遺伝子座位を同定する方法である｡
本手法は当初は植物や動物の病原性細菌の病原性の研究に用いられてきた｡本手法を土壌環境に適
用することにより､土壌細菌の土壌における生態や､土壌での生存に関わる遺伝子についての新し
い知見が得られることが期待される｡本研究では土壌細菌の土壌環境適応戦略の解明を目的として
全ゲノム配列が決定された多様な物質代謝能を有する土壌細菌Burkholderia multivorans ATCC
17616株を材料にIVET系を構築し､土壌特異的に発現する遺伝子座を網羅的に同定し､さらにこ
れらの遺伝子座位の土壌中での誘導因子を同定するための解析を行った｡
1VET系の原理
本研究で用いたIVET系の原理について述べる｡ IVETプラスミドはATCC 17616株で複製不可能
であり､クローニングサイトの下流にはATCC 17616株由来のdapB (ジアミノピメリン酸(DAP)お
よびリジンの生合成に関わる必須遺伝子)と大腸菌由来のIacZがタンデムに配置されている｡本ク
ローニングサイトにATCC17616株のゲノミックライブラリーをまず大腸菌で作製し､次いで本棟
由来のdapB破壊株に導入する｡IVETプラスミドにコードされるテトラサイクリン耐性を指標に選
択することで､ゲノム中のランダムな位置にdapB-lacZが挿入されたライブラリーを作製する｡ラ
イブラリーを土壌環境(DAPおよびリジンが存在しない)に接種して一定期間おく｡その後､実験室
培地(DAPおよびリジンに加えX-galを含む)に土壌から回収した菌体画分をプレーティングし､白
色を呈する(lacZを発現していないと考えられる)クローンを選抜する｡このようなクローンは
dapB-lacZを土壌中では発現し､実験室中ではしないような遺伝子座位にdapB-lacZが挿入されてい
ると考えられる｡このようなクローンのdapB-lacZ挿入部位を同定することで､土壌特異的な発現
遺伝子を同定する｡
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1VET法の構築と土壌での適用
ATCC17616株のdapB破壊株を作製L DAPおよびリジン要求性となることを確認した.次に汎
用IVETプラスミドにATCC17616株由来のdapBを連結し､これをベクターとしてATCC17616株
のゲノムDNAが挿入された58,600クローンよりなるライブラリーを大腸菌内に構築した｡これを
dapB破壊株に導入し､ 4つのサブライブラリーからなるIVETライブラリーを作製した.このライ
ブラリーはATCC 17616株の7Mbよりなるゲノムを平均約240bpごとにカバーしⅠVET法を用いて
網羅的な解析を行う上で十分な数である｡ IVETライブラリーを愛媛県由来の森林土壌に接種した｡
この際4つのサブライブラリーをそれぞれ独立して60本の培養チューブに接種した(チューブあた
り土2.7gを入れ107Cfu相当を接種した)｡異なるチューブから､あるいは異なるサブライブラリー
より同一の遺伝子座が取得された場合､その遺伝子座は土特異的発現という点でより信頼できると
考えられる｡予備実験に基づき70日間の培養を経て土壌から菌体画分を回収し､土壌特異的発現
候補クローンを1200個取得した｡
IVET法により同定したmlsの同定と解析
取得した1200個の土壌特異的発現候補クローンについてゲノムを鋳型にしたダイレクトシーク
ェンス法によりdapB-LacZ挿入部位の塩基配列を決定した｡この手法はこれまでのIVETでは試み
られなかった手法であり､この手法により各土壌特異的発現クローンに導入されたプラスミドがど
のようなインサートDNAを有していたかを効率的に決定した｡解析の結果､ゲノム中でお互いに
離れた2つの位置に存在するDNA断片がクローニングされたキメラプラスミド由来のクローンを
擬陽性クローンとして除外し､残りのクローンについて土壌環境中で発現する遺伝子転写単位を決
定した｡このようにして315個のmls (BurkholderiazZZultivorans ATCC17616 loci induced in墨Oil;土壌
環境中で誘導される遺伝子座位)を同定した｡さらに､異なるチューブあるいは異なるサブライブ
ラリーから取得されているかどうかと､各mlsを代表するクローンが土壌中で高いLacZ活性を示
すかどうかの検証結果から､より信頼性が高いと考えられる116のmls窮選抜し以後の解析に用い
た｡これらのmlsの多くはATCC 17616株の二番染色体に分布しており二番染色体が土壌中で生存､
適応するのに重要な染色体であることが示唆された.これらの116のmlsを機能別に分類したとこ
ろ､次に示す2つの機能をもつグループに多くのmlsが分類された0 44のmls(38%)はヌクレオチ
ド(チアミン､ウラシル)､糖(グルコース､ガラクト-ス)､有機酸(フタル酸､プロトカテク酸)､
脂肪酸､アミノ酸(フェニルアラニン､トリプトファン)といった物質の取り込みや異化代謝に関
与するタンパクをコードしていた｡これらの物質が土壌中に存在すること､その由来が植物や他の
微生物の死骸または分泌物であることが推察される｡栄養が乏しい土壌環境においてこれらの物質
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をェネルギ-源とするためにこれらのmlsが発現誘導されたと考えられる｡ 11のmls(9.5%)は細胞
表層の合成と維持に関与すると考えられた｡これらはリボ多糖(LPS)合成タンパク､ペプチドグ
リカン合成タンパク､膜にアンカーされた細胞表層タンパクをコードしていた.これらのmlsは細
胞表層を強固に保つことで抗生物質など有害物質から細胞を守ることや土壌粒子-接着するのに
関わると考えられる｡また土壌中での生存適応に関すると考えられるmlsも同定された｡これらは
フザル酸耐性､トレハロース合成､ヒ素耐性､バクテリオシン産生に関わるmlsなどであり､土壌
中での生態を考察する上で興味深い｡さらに30のmlsについて水及び酢酸エチルによる土壌抽出
液により発現誘誘導されるか検討したところいくつかのmlsで誘導が観察され､土壌中に存在する
化合物が誘導基質となっていることが明らかになった｡また､アノテ-ション情報や代謝経路から
誘導基質と予想される様々な基質を培地に添加して､実験室における発現条件を調べたところ6つ
mlsについて誘導基質が明らかとなった｡
mls116についての解析
IVETスクリーニングにより同定されたmlsのうち､同定回数と土壌での誘導比率が際立って高
かったmls116に着目した｡ mls116にはアントラニル酸ジオキシゲナ-ゼ(アントラニル酸をカテコ
ールに変換する反応を触媒する)をコードする遺伝子(andA)が存在する｡機能解析によりandAはア
ントラニル酸やトリプトファンによって発現誘導され､その資化に関与することが明らかとなった｡
土壌を用いた解析を行ったところandA発現量は接種直後は誘導されず､誘導開始には4日程度を
要することが明らかになるとともに､ and4破壊株と野生型株を混合して土壌に接種し経時的に競
合の進み具合を解析した結果から､ andA遺伝子が土壌中での競合や生残に重要な役割を果たして
いることが示唆された｡またandAの発現誘導は近傍にコードされる転写因子遺伝子andRに強く依
存すること､鉄獲得系レギュレーターFurが関与していることが明らかになった｡
本研究のまとめ
大規模なIVETライブラリーを作製し､そのスクリーニングを多数回行うことで､ ATCC 17616株
から土壌で発現誘導すると考えられる信頼性の高い116個の遺伝子座位を同定した｡同定された
mlsは本棟の土壌中における生態を考察する上で興味深い機能をコードしていた｡またいくつかの
mlsについて土壌中に存在する化合物により誘導されることを兄いだした｡取得された個々の遺伝
子について今後解析を行うことで､本棟の土壌中での生態についてより詳細に明らかにすることや､
取得された機能未知遺伝子についてもその機能を明らかにすることができると期待される｡
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論文審査結果の要旨
従来の微生物研究は､実験室での純粋培養系を用いた解析､あるいは､実験室内で一部の条件のみを
抽出したモデル環境を用いた解析をその主な解析手法としており､複雑な自然環境で生育する微生物の
当該環境での振る舞いを解明するには手法的な限界があった｡実際､土壌細菌Burkholderia multivorans
ATCC 17616株についても､その解析は実験室内での解析に限られており､本棟が土壌環境でどのよう
に生育しているかについての知見はまったくなかった｡本研究では自然環境での微生物のふるまいを探
ることができる分子遺伝学的手法IVET (In mvo Expression Technology)法という新しいアプローチ法をと
りいれた｡ IVET法は､細菌が任意条件下で特異的に発現する遺伝子座位を同定する方法である｡本研
究では､細菌の土壌環境適応戦略の解明を目的として､多様な物質代謝能を有するとともに全ゲノム配
列が判明していたATCC 17616株を対象にIVET系を構築し､本棟が土壌特異的に発現する遺伝子座を
同定した｡土壌環境にlVET法を適用した既往研究は研究開始当初に存在せず､研究開始以後に1例が
報告されたのみであり､本研究は先駆的な研究であった｡本研究で構築したⅠvETライブラリーは既往
IVET研究で作製されたライブラリーよりもはるかに大規模であり､このライブラリーの大きさは
ATCC 17616株のゲノムを十分に網羅する大きさであった｡またlVET法ではその原理から､解析対象
環境で誘導されていない遺伝子座が誤って同定されてしまう危険性が推測されたことから､ 1)効率的同
定に必要な培養期間などの慎重な予備実験､ 2) 200本の独立したチューブを用いたスクリーニング､ 3)
重複して同定した遺伝子座位をより信頼できるものとして扱うこと､などの入念な計画に基いて土壌特
異的発現遺伝子座の大規模スクリーニングを実施した｡得られた1280個の候補クローンの詳細な解析
を行い､最終的には313個のmls (Burkholderia些〟ltivorans ATCC17616 loci induced in墨Oil)を同定した｡こ
れらmlsの同定回数とさらなる解析に基づいて､より信頼性が高いと考えられる116のmlsについての
詳細なリストを提示した｡これらリストには､本棟が土壌で特異的に発現する遺伝子をほぼ全て含んで
いることが期待され､本棟の土壌での生きざまを推察する上で十分な情報を含んでいるとともに､これ
らのリストは今後本棟の土壌での解析を行うにあたり極めて重要な情報基盤となった｡また本研究では
土壌特異的に発現した遺伝子座位の一つがアントラニル酸ジオキシゲナ-ゼをコードしていること､本
遺伝子座位発現が宿主細菌の土壌での競合的生存に重要であることを示した｡この遺伝子座位は､進化
的に関連する多数細菌種ゲノムに保存されており､広範な細菌種において土壌で機能していることが強
く推測された｡
本研究の成果は､論文提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有すること
を示しており､西山依里氏提出の論文は､博士(生命科学)の博士論文として合格と認める｡
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